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Abstract: We have found that serum total bile acidCTBA)levels decreased in some 
patients with liver cirrhosis after intravenous administration of 1 mg glucagon. In the 
present study， the mechanism of this phenomenon was investigated in vitro using the 
hepatocyte culture system. The effect of the addition of glucagon on the membrane trans-
port of 14C-taurocholic acid('4C-TCA)was studied in freshly isolated rat hepatocytes. The 
results were as follows: 
l)Glucagon distinctly stimulated the release of cyclic AMP from hepatocytes in the 
standard medium. 
2)Glucagon enhanced 14C-TCA uptake by hepatocytes in a concentration-dependent 
manner between 10-7 -10-5 mol/L. 
3)Dibutyryl cyclic AMP also enhanced the 14C-TCA uptake at the concentration of 10-5 
or 2 X 10-5 mol/L. 
4)The uptake curves of 14C-TCA by hepatocytes both with and without glucagon(lO-6 
mol/L)were linear until120 seconds and reached a constant value by 900 seconds in the 
standard medium. However， in the Na+-free medium or in the ouabain-added standard 
medium， the uptakes were strongly depressed either with or without an addition of 
glucagon. 
5)In a kinetic analysis， the hepatocytes uptake of 14C悶TCAeither with or without 
glucagon showed a saturation curve of the Michaelis -Menten type. With an addition of 
glucagon Vmax was increased， although the Km was unchanged. 
In conclusion， glucagon promoted the Na+-dependent active carrier-mediated transport in 
hepatocytes and increased their bile acids uptake. 
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みの低下，門脈 大循環短絡，および有効肝血流量の低 細胞分離後 2時間以内に終了するようにしたが，分離 2
下などが考えられている. 時間後の viabilityは不変であった.
ところで，最近当教室の山田4)らは肝疾患におけるグ 3.緩衝液
ノレカゴン負荷試験町こ際し，従来から測定されてきた standard rnediurnの組成は， NaCl: 135 rnrnol/L 
cyclic AMPに加えて血清総胆汁酸(TBA)の変化を検 KCl : 2 rnrnol/L， KH2P04 : 3 rnrnol/L， CaCl2・0.3
討したところ，高値を示していた TBAが，グノレカゴン静 rnrnol/L， MgSO，: 1 rnrnol/L， Tris-HCl: 10 rnrnol/L 
注後減少する症例のあることに気付き，さらに，肝硬変 (pH 7.4)である.また， standard rnediurnのNaClを完
においてグノレカゴン負荷後の血清胆汁酸変化率が， ICG 全に choline chlorideに置換したものを， Na+ fr巴
停滞率やコリンエステラーゼなどと強い相関関係を示し m巴diurnとした.さらに， Na+， K+-ATPase阻害剤とし
たことから，グノレカゴン負荷後の血清胆汁酸変化率が肝 てouabain(E，Merck AG. Darrnstadt， Gerrnany)1 
予備能の新たな指標と成り得ることを報告した rnrnol/Lや蛋白合成阻害剤である cyclohexirnide1 











ラット腹腔内に pentobarbital(Abbott Laboratories， 










で潅流液を collagenase type 1 (Sigrna， St. Louis， 
USA)0.05 %と CaCl210rnrnol/Lを含む Hanks液に変
更し，さらに約 15分間潅流した.潅流終了後肝臓を切除
し，シャーレに移し，ハサミで細切した後に軽くピベッ





の緩衝液を用いて分離肝細胞を 1X 10' cells/rnlの濃度
になるように調整し実験に供した.なお，実験はすべて
standard rnediurnで作製した肝細胞浮遊液(1X 10' 
cells/rnl)に，グノレカゴン(Novo， Bagsva巴rd，Denrnark) 
を終濃度 1X 10-' rnol/Lとなるように添加し，3TCの条
件下で incubationした.15分後および30分後に細胞浮
遊液の一部を採取し，培養液中に分泌された cyclic







μrnol/L， N巴wEngland Nuclear Research Products， 




オイル 100μ1，3 rnol/L KOH， 50μlを含む遠心管に加
え，速やかに Eppendorf5514 S centrifugeを用いて遠心
分離05600X G， 10秒間〉し，反応を停止した.得られた
packed c巴lsiこ Protosol(N ew England N uclear 
Res巴arch Products， Boston， USA)を加え溶解後，
Atornlight(New England Nucl巴arR巴searchProducts， 
Boston， USA)を加え， Beckrnan LS . 7500液体scintil.
lation counterで肝細胞内に取り込まれた14Cの細胞あ














standard mediumおよび Na+fre巴 m巴diumに







グノレカゴンc1X 10-6 mol/L)添加後の standard
medium中の cyclic AMP濃度は 15分後 19.00:t1. 00 








Na+， K+-ATPaseの影響を検討するため， standard 







standard mediumお よ び Na十 free mediumに












o 10-7 10-6 
Concentration 01 glucagon (mol/e) 
Fig. 2. Relationship between glucagon conc巴ntration
in the medium and uptake of 14C-TCA in】
cubated for 15 minutes. The uptake in-
creased in a concentration-dependant man-
ner 


























































Incubation time (min) 
Fig. 1. Effect of glucagon on cyclic AMP levels in 
the incubation medium. Open circl巴sindicate 
medium with glucagon c1 X 10-6mo!/L) and 
closed circles indicat巴 control standard 
medium 
Cyclic AMP markedly incr・easedby an addi-
tion of glucagon目
* : p<O.OOl， **: p<O.OOl 
O 
(231) 








との関係を Fig.4に示す.initial uptake rat巴はグノレカ
ゴン投与後 10-120秒の直線部分から算出した. stan同
dard m巴diumでの値【(A)および(B)】から Na+free 
mediumでの値【(C)および(D)】を差しヲ|いてプロット
した点線の推移【(A)ー (C)および(B)ー (D)】は， TCA 




















































































Incubation time (sec) 
Fig. 3. Changes in the uptake of 14C-TCA into isolated rat h巴patocytes
Th巴 effectof glucagon on taurocholic acid transport was investigated in the standard 
medium containing 10-6mo!/L glucagon目 Fiveminutes preincubation in glucagon 





o ; standard medium. .; standard medium with glucagon 
口;standard medium with ouabain，園;standard medium with ouabain and 


































o 1 5 10 25 100 50 
Taurocholic acid (μmol/.e ) 
Fig. 4. Relationship between extrace11ular taurocholic acid concentration (1-100μmol/L) on 
initial uptake rate of taurocholic acid. 
O(A) ; standard medium ・(B); standard medium with glucagon 
ム(C); Na+-free medium 企 (D); Na+ ; free medium with glucagon 
られた Km，Vmax値は，グノレカゴン添加群では Km 一方， Na+ free m巴diumではDBcAMPを添加して
13.71μmol/L， Vmax 0.975 nmol/min/106 ce11s，グノレ も， 14C-TCAの肝細胞内摂取量に変化は認められなかっ






カゴン 10-6mol/L添加では 4254:t329dpm/1Q6 c巴l1sで
あったが，それぞれに cyc10heximid巴1mmol/Lを添加





standard mediumに DBcAMPを 1X 10-5 ~ 10-3 
mol/Lの濃度で添加したところ，肝細胞の14C-TCA接
取量は， DBcAMP濃度 1X 10-5 mol/L， 2 X 10-5 mol/L 










作用を示すが， Schwarz et al. 10)はouabain1 mmol/L 
で肝細胞膜の Na+， K+-ATPaseを阻害すると， TCAの
肝細胞内への取り込みが約 75%低下すると報告し，
Dietmai巴ret al. 11)， Scharschmidt et al. 12)も同様の




































































































Fig. 5. Effect of dibutyryl cyclic AMP on uptake of 
14C-TCA into hepatocytes. 
Open column indicate control standard 
medium with dibutyryl cyclic AMP and 
closed column indicat巴 NaLfr巴emedium 
Dibutyryl cyclic AMP enhanced 14C_ TCA 
uptake into hepatocytes at the concentration 
of 10-5 or 2 X 10-5mol/l， but inhibited at 10-3 
mol/L 
However， in the NaLfre巴 mediumdibutyryl 
cyclic AMP show巴dso effect on 14C_ TCA 
uptake into hepatocytes. 
* : p<O.OI VS DBcAMP(OmoI/L) 
o 10-5 2x10-5 10-4 
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